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前章 にお いて、GHは 乳腺上皮細胞 に直接作用 し、カゼイ ン合 成 を増加 させ る こと
を明 らか に した。 これ まで 、プ ロラクチ ン(PRL)は乳腺上皮細胞 に作用 し、カ ゼイ ン
mRNAの 転写 因子で あ るsignaltransduoeralldactivatoroftranscription(Stat)5








実験1:ウ シ乳腺 上皮 細胞 のStat5のリ ン酸化 に及 ぼすGHの 作 用
BMECをFBS無 添 加DMEM(無 血清培地)にて24時間培養 を行 った。GH:及びPR:L
を0,10,100,1000ng加1で30分間刺激 した。 また、GH:及びPRLを10011g1血1で
0,10,30,60,120,240分間刺激 した。 その後、細胞質画分 を抽 出 し、Stat5のリン酸
化 をウェス タ ンブ ロッ ト法 を用 いて解 析 した。 また、GHとPRLを100ng1血1で30
分 間刺 激 し、 リン酸 化Stat5の免疫 染色 を行 った。
GHは10～100ng1血1で、PRLは100nglm1でStat5のリン酸化 を増加 させた(:Fig.
5A)。また、刺激 時間で は、GHは30～120分 間で、PRLは30～60分 間でStat5リ
ン酸化 を増加 させ た(Fig.5B)。この ことか ら、GH:とPRLは100ng!血1の30分間刺
激で 、Stat5のリン酸化 を有 意 に増 加 させ る ことが判明 した 。 同様 に、免疫 染色 にお















IGF・1はAktをリン酸化し、アポ トー シスを抑制す ることが知 られている。退行中
の乳腺 ヒ皮細胞では、IG:FBP・5の発現の増加によるIGH作 用の阻害により、Akt
































































































G3PDH'繊 嚇 繍繭藤 徽轍㈱
Fig.4ウシ乳腺上皮細胞のGHレセプターmRNA
発現に及ぼすGH及びDIPの作用
Fig.2ウシ乳 腺 上皮 細 胞 の カゼ イ ン分 泌 量 に
及 ぼすGH及 び1)IPの作 用
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論 文 審 査 結 果 要'旨
ウシな どの反劉動物 において,成長 ホル モ ン(GH)は,泌乳 を制御す る上 で,重要 なホルモ ンで ある。
泌 乳牛においてGHを 投与す ると乳量 が増加す るこ とが知 られ てお り,20数力国の酪農現場 で増 乳 を
目的 としてGHの 使用 が認 め られてい る。現在 まで,泌 乳牛 にお け るのGHの 増乳機構 につ いては,
グル コース な どの栄養 素 の乳腺 へ の分 配 を変化 させ るな ど間接作 用 につ いて多 くの報 告 がな され て
い るが,乳 腺上皮細胞 にお けるGHの 直接 作用 とそ の機構 につ いて は研究 がな されて いない。本研 究
で は,1)ウ シ乳腺上皮細胞 の カゼイ ン合成 に及 ぼすGHの 効果,2)GHの ウシ乳腺上皮 細胞 にお け
る作用機構 を明 らかにす るた めに,カ ゼイ ンmRNAの 転写 因子 であ るsign田transducerandactivatorof
transcdp廿on(Stat)5や細 胞 の増殖 及び 分化 に関与 す るmitogeractivatedproteinkinas6(MAPK)のリ
ン酸化 に及 ぼすGHの 作用,3)
.アポ トー シスを抑制す る因テ で あるAktのIGF-1による リン酸化 と
IGFbindingprotein(IGFBP)一5も発現 に及 ぼすGHの 作用について実験 を行っている。
実験に は,ホ ル ス タイ ン牛 由来 のウシ乳腺上皮細胞株 お よび初代培養 ウシ乳腺上皮細胞(BMEC)
を用いて い る。本細胞 は,ラ ク トジェニ ックホル モ ン(DIP)によ りカゼイ ンを合成 ・分 泌す る細胞
である。最初 に本細胞 においてGHレ セ プター の存在 とGHレ セ プターmRNAの 発現 を確認 した。次
にBMECを トラ ンス ウェル イ ンサー ト培養法で培養 し,GHが ウシ乳腺上皮細胞 に直接作用 してカゼ
イ ン合成 を促進す ることを初 めて明 らかに した。さ らに,GHレセプ ターmRNA発現 はGHとDIPに よっ
て調節 され てい ることを示唆 した。
BMECにおいてGHが カゼイ ン合成 を増加 させ る機構 を明 らかにす るた め,GHが カゼイ ンmRNA
の転 写因子で あるStat5や細胞 の増殖 お よび分化 に関・与す るMAPKの リン酸化 を活性化 す るか を確 か
め る実験 を行 った。 その結果,ウ エス タ ンブ ロ ッ ト解析 にお いて,GHは プ ロラクチ ン(PRL)と同
様 にBMECに お けるStat5のリン酸化 を有意 に増加 させ,MAPKの リン酸化 も増加 させた。 また,免
疫 染色法 において も リン酸化Stat5,リン酸化MAPKの 増加 を認 めた。BMECに お けるGHの 直接作
用 に よるカゼイ ン合成 の増加 は,GHがPRLと 同様 にJak-Statシグナル伝達経路 を介 しシ グナル 伝達
を促進 させ るこ と,MAPKシ グナル伝達経 路を活性化 して,タ ンパ ク質合成な どを促進 させ てい る こ
とを示唆 した。
GHの アポ トー シス抑 制 に対す る直接 作用 とそ の機構 を解 明す るた め,ア ポ トー シスの抑制因子 で
あるAktのIGF-1による リン酸化 とIGFBP-5も発現 に及 ぼすGHの 作用 について解 析す る実験 を行 っ
てい る。BMECに お いて,GHはIGFBP-5発現 を抑制 させ,IGFBP-5発現 の減少 はIGF-1によ るAkt.
の リン酸化 を増加 させ るこ とを明 らかに した。
以上の実験 か ら,GHは ウシ乳腺上皮 細胞 に直接作 用 して,カ ゼイ ン合成 とIGF-1のア ポ トーシ ス
抑制作用 を促進 させ る ことに よ り,ウ シ乳腺上皮細胞 の機能分化 を調節 してい ることを示唆 した。
本研 究 は,泌 乳牛 にお けるGHに よるカゼイ ン合成 の直接作 用機構 をBEMECを用 いて世界 で最初
に明 らかに した ものであ り,泌乳生理学 の分野 におい て画期的 な研究 である と言え る。審査員 一同は,
博 士農 学の学位 を授 与す るに相応 しい もの と判定 した。
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